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駅北IJ~ コロニー刺激因子 (G-CSF) は、好中性頼粒球前陀細胞の増硝と分化を促進しその刊: Jl J はね W (j~J 
な受存体に結合することにより発現される G-CSF 受容体の細胞質外初、域は約 600 ア ミノ限叫 ん，~からな
り、アミノ末端から免疫グロプリン係領域 Og様領域)、サイトカイン受容体ファミリー十1以;!¥1!X: ( 
CRH)、そして三つのフィプロネクチンII型様領域(FNIII様領域)から構成されている リガンドであ
るG-CSFの結合には CRH領域(約 200ア ミノ酸)が必須であり、欠失変具体の解析により CRHのア
ミノ JiA側半分の領域 (BNドメイン)が特に重要であることが示されている 本fJJf':先は、 G-CSF'去作付、
リガンド結合領域の立体構造解析を含む蛋白工学的解析を行ない、アンタゴニストやアゴニスト川けをイj
する低分子の人工 1)ガンドを理論的に設計することを最終目的としている l その第-ステップとして、マ
ウス BN ドメイン (mBN ドメイン)を大腸菌マルトース結合蛋白質 (MBP ) と の融介系を ~IJし、て分i必た
現し、単一蛋白質として精製したのち種々の解析を行なった発現した mBNドメインは、 G-CSFと l
lの量比で特異的に結合し、その解離定数ははくd)3-8 X 10.M Mであった また a次JLの IH-NMRによる
解析から、得られた mBNドメインは三次構造をなし、かつ s-構造を合むことがU在日とされた さらに、
ペプチドマッピングを行なった結果、このドメ インに合 まれる 六個のシステイン(Cyslは、それぞれ
Cysl07・Cys118、Cys153・Cys162、そして Cys143・Cys194のiつの SS結合を形成し、それらこっすべての
SS結合が mBNドメインの構造保持に必須であるこ とがシステイン変異体の解析からぶされた そのう
ち批判Jと;番目の SS結合は成長ホルモン (GH)受'f-t休の BNドメインにも保存されており 、約 10アミ
ノ阪からなる短いループを形成していた また 、短波長側uvの円一二色性 (CO)スペクトルがGH去作
体の波形とよく似ていることから両受容体の BN ドメインの立体構造が似ていることがIJ~U愛された 以 l'
の結果より、得られた mBNドメインは X線結晶解析や NMRを用いた高次構造解析などの物上'P化'/:(1リ附
析や変異体の解析を含めた生化学的解析に適した材料であると思われる 次に、 G-CSF交作体的性化機
rj';の解明を白的として リガンド結合領域の全てを合んでいると考えられるアミノよ端から 30<)アミノ限














ーにより qi.-にまで椅裂された Ig-CRHは、ゲルi慮過およびSDS-PAGE解析により、 主にJ1:イJf}; (-iを11'、
さない A;i体として{{花していた アフイニティークロマトグラフィ ー を行なう前は、分i必された
Ig-CRHのほとんどがi.j:tF: 1本としてむ-在していることから、 三量体はリガンドカラムによる柿製の枯月七j先
導されたものと#えられる 次に、 Ig-CRH のリガンドに吋する親和性を測定したところ、単 :ltH~は.nl 
性の rll~J;\ HWt (陶=3.4 nM) を示し、 二主体は低親和性 (Kd= 3 nM) と高親和性(Kd= 100 pM! の ~+11 
'/11:を心した ここで観察された出現和性 (Kd= 100 pMlは、実際に細胞表面上に存在する高;同手!l性受作
wのリガンドに対する同和'I"tとほぼ同程度であることから、 *11胞表面 kの受容体は少なくとも ¥'J'イ本で、あ
ることをぶu交している また、 二量休は、リガンド添加によって凹童体を形成した このときトレーサ b ー
として mI-G-CSFを共存させ、その分布を調べたところ、低濃度のリガンド存在下ではまず [Ig-CRH
E体]・[リガンド]惚合体が形成され、リガンドの増加とともに [Ig-CRH同量体]: [リガンド]惚合体の用
加が間安された これらのtill 県は、 G-CSF 受千五体はリガンドの濃伐に応じて受容体の ~ :2i本およびjlLI : 1 
休の形成が I~JI，JDおされており、 GH 受容体で示された sequential dimerization model とは隊式の 1~ なる祈たな
受谷体爪性化石川節機怖の存イEを示唆しているn 次に、受容体のオリゴメリゼーションや高親和性リガンド
結合行I~杭 (一. '1・体)の形成における 19様領域の役割を調べるために Ig-CRHから Ig様領域を欠火させた
CRH領域 (CRHc_csl_l のみをパキユロウイルスー昆虫細胞発現系を用いて同様に発現させ解析した
G-CSFアフイニティークロマトグラフィーにより CRHGぐsr:を精製したところ、 Ig-CRHとは民なり iji.ll: 
付、として↓ItJ1.~ された CRHC_CSFのリガンドに刈する胡和'1性を調べたところ、 -1目性の低沈ヰlI'¥'J(2.5 nM) 
をぷし、 Ig-CRHi5. ~~: Wと[Ii]程度の親和性を示した また、 CRHc口F単量体とリガンドとの村ifT杭式を li)，'，J


























昆虫細胞を宿主とする系 (4、5)では、大腸菌・の発現と比べて手法が複雑でウイルス株の樹立と高発現の条 いはアンタゴニスト活性を有する低分子の人工リガンドを理論的に設計することを目的としている Fig 
{キd定lニ ヶー月近くかかるという難点がある『しかし、発現された蛋白質が不溶性の沈殿として主Urされ 1.は造lUL細胞の分化を示した図である 現在知られているjE血細胞は約 10種甥で、それらを約 30HU'Jf 
ることが比較的少なく、糖鎖の付加などの修飾も可能なことから、活性のより高い蛋白質を得られるとい のサイトカインがネットワークを形成して産生している (8) G-CSFは、末梢l血中のりItl，[，'U!fl，:'以内Jlj 1 
う大きな利点がある また、晴乳動物細胞と比較して、倍養が簡単で安全性においても優れている 以卜. J;jく;granulocyteJ前駅細胞に作用し、その増殖および好中球への分化を誘導する また、 炎 ;J I'I~ ì~i l~ f "_におけ
述べてきたように、それぞれ 一長 一短があるが、手軽に大量培養ができ安価で培養速度の速い大腸的でうと る好中球の血管外への湿潤や走化性の獲得などの灯中球機能の活性化を日jっているサイトカイ ンである(9
JJ!させることに成功すれば、変異の導入の手程さや結品化を行なう際の試料の均一件を考慮すると Sln~，と1. ( I ~) ー 13) .ー 好中球は白血球画分中で50-70% を占め、感染防御に舟わっている 7主要な~'.1I 1 胞である そのIm'l.快仇
である しかし、現実には、大腸菌で高等動物の蛋白質を効率良く発現させることは困難な場合が多い に関する研究は、骨髄細胞を二層軟寒天培養法 (Fig.2.) とし寸手法を用いたinvitroの培養に始まった
現在では、発現産物の質と量の両者を兼ね備えた昆虫細胞の発現系がよく用いられている 1 前述のウイル 二層軟寒天培養法は、上部軟寒天層に標的細胞として骨髄細胞、 F部'1吹寒天照に腎細胞やnfi山車1胞を人れ
ス株の樹立に高度の技l'時を要するという欠点を克服すべくさまざまな手法が開発され、かなり簡便になっ て培養すると、上層の骨髄細胞の一部が増殖、分化し好中球やマクロファ ージからなるコ nニーが形成さ
てきた しかし、昆虫細胞の系も糖鎖付加がおこるため結晶化には適していないなどの問題点があり、ま れる「この際、下層に細胞を加えないと上層でのコロニー形成は認められないことからド肘の科1胞から仇
だまだ蛍白て学的解析に適した理惣的な発現手段は見い出されていないのが現状であるf これまで述べて 性困チが分泌され、この因子が骨髄細胞、特に好巾球やマクロファージの前駆細胞のi円前、分fじを促進し
きたことを合めて、蛋|コ工学的解析を行なう際に4入されるHHf(大量発現の技術、結品 1t~ J，::HJ、X ~:l/ ， コロニー形成を促進したと結I布された そしてこの凶十L1bI r がコロニー刺 ì);~I~ f (Colony-Slilllulating 
NMRを含めた構造解析技術、熱ブJ学的解析を含めた高次構造予測の計算技術など)は、まだまだ発以j主 Factor : CSF)と呼ばれることとなった(11)。その後、 CSFは少なくとも五開類存化することが川かとな
上の段階にあり、それ故に研究ターゲツトを選定するうえでかなりの制約を受けている司そのような1¥1で り、好中球、マクロファージ、好酸球にそれぞれ特異的に作用する G-CSF、マクロファージコロニ-~ilJ 
最近になって受存体をターゲツトにした蛋白工学の研究報告が出始めてきた (6) 受容体の引|ブE、特にシ ì~~因子 (M-CSF ) 、インターロイキン -5 (IL・5) と好中球、マクロファージ|両右に作則する ~~( i ~ μJz、マ
グナル伝達メカニズムの解rVjは、現在たいへんj主Uされている分野である 細胞が外界からの'1百トI{を岩山 クロファージコロニー刺激因子 (GM-CSF)および種々の血液細胞のlij駆細胞、肥満キOI!J包に1':川するイン
的に取り入れ外界の変化に適切に刈応するためには、外部からのシグナルを正確に内部に取り入れなけれ ターロイキン-3 (IL-3)が見い出された、その中でも近年、 G-CSFはその医学的毛長Nーがたいへんi:
ばならない その制御点としての受存体の構造と機能の解明の重要性は大きいと考えられる シグナルル 日されている ，G-CSF の生体投与により、好中球を合めた頼粒J.-Rの顕著な増加が飢~}f され、何々の il;( 1叫
j主は、その最初のスッテプとしてリガンドとその受存体が結合することによってもたらされる この付介 (帰化学療法後や骨髄移植後の好中球の減少など)で発症した頼粒球の減少を早する患若への|臨床応FIJが
は極めて特異的かつ厳術であり、そこから伝達されるシグナルはそのほとんどが免疫、分化、成長などに 試みられている(14-17)，. (Fig.3.) そのようなG-CSFの効果は、好中内順位球系の細胞去II仁に免税し
深くかかわっており、 ip_に生物学のみならず医学的にも大きな意味を持っていると考えられる (7) しか ている叉-容体にG-CSFが結合することによって発現される(18-20) G-CSF受容体は、 IL-2ー IL-7、エリ
し、 言ー で受存体といっても多純多肢であり、 l矢ザ:的に重要なものを選択する必要がある ノド研究は、 ~!(l スロポエチン (Epo)、成長ホルモン (GHJ、インターフエロン (IFNJ受容体などから惜成されている
粒球コロニー刺激因7・(G-CSF)受容体をターゲツトにして、蛋白工学的解析を導入しアコ守ニストある サイトカイン受容体ファミリーに属している (24-26)， (Fig. 4.)サイトカイン受容体ファミリーは、 :乏
6 7 
容体細胞質外領域にが~ 200アミノ酸からなるサイトカイン受容体ファミリー相似領域 (CRHJをイjーする
受存休によって構成され (25)、CRHは、アミノ末端側約 100アミノ酸(BNドメイン)とカルボキシル L
;'i，l H!1j i{:z J1 00アミノ酸 mcドメイン)の二つの連続した foldingドメインからなると推測された(25) 'jJ小、
X 線結晶情jE解析の結果より、 GH受容体ではこの仮説がJEしいことが示されている (38) l Fig. 5 ' l3¥ 
ドメインにはサイトカイン受容体ファミリー間で保存された四個のシステイン(リガンドの払lhに必;(い
が打化し、 BCドメインにはまだ機能のよくわかっていない "WSXWS"(T中-Ser-X-T中-Serlモチーフがfl
{Eしている サイトカイン受存休ファミリーのメンバーでは、 0・CSF、gp130(IL・6の sH'l' 、 LIF 
Leukemia Inhibitory Factor)受容体がよく似た配列、構造を保持しているが、他のメンバーでは CRI!;:(IJ.{ 





Fig.6に本研究計画の概要を示した まず、 G-CSF 受容体細胞外領域の中でリガンド結 台に1r~も， r，~泣
であると考えられる mBNドメイン (Fig.7.) を大腸菌を!日いて大量発現させ、 X線結品情泣解析ま たは
MRにより 吹体構造の解析を行なう 円大腸菌を用いた理由としては、糖鎖修飾を受けた蛍(I1'Iはうj-fH
がイ、より-であり、結品化が困難であるため糟鎖修飾を受けない大~}島崎による発現を選択した また、 七、 J'
サイズが 100 アミノ酸という大きさは、 NMR による解析において最適であり 15N や 1 3C などの市~I~; ':r 1"" 
J53が行以jであるという円!由から大腸菌による発現を試みた~次に、得られた高次構造の情報を jiLに mBN
ドメインに変異を導入し、リガンドとの結合に関与したアミノ首長残基の同定や構造形成に竜安な伐'，i，IJを'j~ 
たしているアミノ椴残基を解析し、人工リガンド設計の際に役立てたいと考えている また、人 1~ リガン
ドを JI I' II~lì r'1~) に，'，1'd 1-するためには、受容体の活性化|夜間の解明がてfi~~な鍵を出っている そのi(H1liに，-，"
mBN ドメインでは不十分であり、リガンド結合領域全体を含んでいると考えられるアミノ ι品から ~Oり
8 
アミノ酸 Og-CRH) (Fig. 7.)をパキュロウイルスー昆虫細胞発現系を用いて大量発現させ、リガンドに





























































































~ Immunoglobulin like region 
包国菜室D Cy旬kine附 eptorhomology (CRH) 
V//////~:ð Fibronectin typeIII like region 
I "WSXWS" motif 
1 1 conserved cysteine residues 
G-CSF-R 
GH.R 
サ イトカ イン受容体ファミリーに属する受容体は、その細胞外領域に約 200アミノ目立





















.. jt : x未来、 NMRによる高次構造解析:




マウス頼粒球コロニー刺激因子(Granulocyte Colony-Stimulating Factor : G-CSF)受存体の細胞穴外印








ロマトグラフイーを行ない単一にまで精製した。 精製された mBN ドメインは、 G-CSF と特w- (n に ~: i í ;-
し、その解離定数 (Kd)は3・8X 1O-8Mであったι また mBNドメインの CD(Circular Dichroism; IlJ¥色
性)スペクトルは、成長ホルモン (GrowthHormone ; GH)受容体の細胞質外領域のスペクトルと)1:引に




ことが示されたり さらに mBNドメイン中の SS結合のマッピングを行なったところ、 Cys107.cyHll¥ 
Cys153.Cys162 そして Cys143_Cys194の三つの s結合が形成されていた これらのうちむ初と :不11の
s粘合により、 GH受容体 BNドメイン中に観察されるような約 10アミノ酸からなる向いループを 1タぷ
していることがわかった (41)。以上の結果は、大腸菌で発現した mBNドメインは GH受谷{朴正の1")次1:1)-
jEを有していることを示唆している O しかし、三番目の SS結合に関しては、その様式がGH'三-作外とか
なり異なっていたりまた、 mBNドメイン中の三つの SS結合に変異を導入し(システインをアラニンま
たはセリンに変換)それぞれを開裂させたところ、それら全ての SS結合がmBNドメインの Jム:!となtlj.;j 




近年、 Fukunagaらによりマウスおよびヒト G-CSF受容体の cDNAが単離された(19、20、22) マウス G
-CSF ';t千五体は中 ーの細胞 l院長通領域を有する 812 アミノ酸からなる蛋白質で、そのキIlIfI~，[，[外 ;;[1 J! ，~ Iれ
600アミノ 1'¥支)はアミ ノJJ両側から免疫グロプリン枚領域 Og様領域)、サイトカイン受存体H1 [1).;(l J;.k ( 
Cytokine Receptor Homology ; CRH)、そして三つのファイブロネクチン II型様領域 (FNIII+ぶ;Jt域)か
らなっている(19) (Fig，7，) Ig様領域には、イムノグロプリンの L鎖中の幾つかのシステインまたはト
リプトファンが保存されているc Ig様領域は、イムノグロプリンファミリーを形成して細胞桜泊、先'1:




における機能は不明である (55)，- この領域を欠失させると、リガンド結合能およびシグナル伝注it(~U: :;; 
判:しないが、受作 14，:が ~:l lIfJ包F:.liI1てへの発明効平が低 Fすることが示唆されている (23)に CRH旬'¥MはがJ
200アミノ酸からなりシティンに宮んだ領域であり、リガンドが結合することが示されている (23)
B氾却により、 G-CSF受容体 CRHもGH受容体CRH同保二つの連続した foldingドメイン (BNドメイ
ンと BCドメイン)からなっていると推測された (25)ぐ G-CSF受容体の cDNAの欠失変異休の解析では、
リガンド結介およびシグナル伝達には BNとBCの両方のドメインが必要であることが示されている(2))
すなわち、 BCドメインのみを欠失させると、リガンドに対する親和性が native体と比較して約 50j;"I: il¥: 
|ごしシグナル伝達能も完全に消失した。一方 BNドメインのみを欠失させると、リガンド結fT能が')e~~に
排除されることがわかった (23)，これらの知見は、 リガンド結合能において BCドメインも京25であるこ
を示しているが、 BNドメインが、より重要で不可欠であることを示している ー以上の理由から、 G-CSF
とその交容体との十1111~作川を分 r レベルで解析するために BN ドメインを最:初のターゲットとした






Ig-like CRH FNIII-like TM cytoplasmic 
CRHG-CSF~ 
Ig-CRH 
Ig-like Immunoglobulin-like region 
CRH Cytokine Receptor Homology 





相似領域(Cytokine Receptor Homology .~ . C，RH)、そして 三つのフ





Fig.8.は、 mBNドメイン発現プラスミド構築のアウトラインを示している その党mベクタ -pMAL':-'
-p (New England Biolabs)は、大腸菌マルトース結合蛋白質 (MBP;malE 遺伝子産物)との削!介ポ1'日と
して大腸菌を用いて分泌発現させるように設計されている。すなわち、 MBPをコードしている配列と そ
のシグナル配列および融合パートナーとの間を切断するための制限プロテアーゼ FactorXa (New Englancl 
Biolabs)の認識部位、そしてイソプロピルチオガラクトシド (IPTG)によって発現が品叫できる tacプ口
モーターを含んでいる (27)0mBNドメインをコードする DNAをマウス G-CSF受存体 cDNAをfrむブヲ
スミド pBL117(19)を鋳型として polymerase chain reaction (PCR)法によって増幅させた Factor Xaによ
る切断効率を高めるために PCRに使用する 5'ーセンスプライマ ー (5'一




離される ，) また、 PCRに{吏用する 3'-アンチセンスプライマ ー()'-c 
TCTAGA IT A ITTCACAACATCCATGGGGTCGAG-3')は、制限酵素 Xbalの切断部位、終|卜コドン TAA、
そして mBNドメインのカルポキシル末端側の配列であるマウス G-CSF受容体の 200、201あfIのパリ
ン、そして 202番目のリジンをコードする配列を含んでいる これら 5' および3' の両プライマーを川
いて地 IIJ~ した PCR 断片を pMAL1M-p ベクターの制限酵素 StuI / XbaI切断部位に挿入し、 mBNドメイン
発現プラスミド pMALp寸nBNを構築したのまた、 pMALp-hBNプラスミドは、ヒト G-CSFえ・谷体 cDNA
を含むプラスミド pHQ3(22)を鋳型にして PCRにより増幅したヒト BNドメイン (hBNドメイン)をコ
21 
ードする cDNAを含んでいるの次に、 mBNドメインへの変異の導入は、 PCR法によって行なった 107 
と118番目、 153と 162番目、そして 143と194番目のシステインの双方をアラニンに安えた pMALp-m
BN C107.118A、 pMAL-mBN C153.162A、そして pMALp-mBNC143.194Aの 3種領の mBNドメイン生
異体発現プラスミドを作成したO また、上記システインをセリンに変えた 3種類のプラスミド pMALp-m
BN C143S、pMALp-mBNC194S、そして pMALp-mBNC143.194Sを同様に作成した。hBNドメイ ンの会
県体についても PCRによって作成し、 164番目のシステインをセリンに変えた pMALp-hBNCI64Sプラ
スミドを作成した心
1)-2. mBNドメインの発現およびその精製
Fig.9・A.& 10 にmBNドメインの発現と精製のアウトラインを示している o MBP-mBNを分泌光現す
るプラスミド pMALp-mBNを導入したE.coliKS474 t末 (P- lacX74 galE galK thi IpsL(strA) phoA(pvulf) 
degP4J( PstJ-Kan')) (28、29)を23 CでI在養し、 Abs.600が 0.9になったところで 0.1mM lPTGをふりUし
て発現を誘導した。2時間後、遠心により収菌し、浸透圧ショック法によりペリプラズム画分を訓却した
細胞ペレットに培養液の 1/ 10倍容の 20% sucrose /30 mM Tris-HCl pH 7.5 /プロテアーゼ阻害奇IJ iJ.L{~iU 
(0.1 mM 1eupeptin、lμg/ m 1 pepstatin A、100units / ml aprotinin)を添加し室温で 10分間緩くiM必した
4心し再び収菌したのち、上記プロテアーゼ阻害剤混合液を含む 5mM MgS04に懸濁 しiJcl，に 10うよI!'dh丸
山した‘さらに遠心したのち、その上清をペリプラスム画分として回収した。次に、得られたペリプラズ
ム画分を最終濃度 20mMリン酸緩衝液で pH6.0に調製したのち、同緩衝液で平衡化した Q-sepharoseカ
ラムを用いてクロマトグラフィーをおこなった。MBP-mBN融合蛋白質(単量体)は NaC1濃度が 0.15
M付近で溶出される (SDS-PAGEおよびウエスタンプロット解析で確認)。 この画分を阿収し、，Gl:.(1'1 I1
il;:皮が 1-2 mg / m1になるまで PMー 10units (Amicon)を用いて濃縮した。その濃縮液に制限プロテアー
ゼ FactorXaを終濃度 1/250(W / W)で添加 し、 pH7.5， 160Cで 45時間反応させ mBNドメインを
MBPから切り離した ζ 次に、反応液を 20mMリン酸緩衝液 pH6.0 で 10 倍希釈後、同緩衝液で、 I~N!i iじし
22 
たS-sepharoseカラムを用いてクロマトグラフィーを行い mBNドメインを含む画分を回収した 1 員後に
20mMリン酸緩衝液 pH6.0/ 0.2 M NaClで平衡化した TSKgelG2000SWカラム (7.6mm1.D. X 60 cm ; 
TOSOH Co.、Ltd.l を用いてゲル鴻過の HPLCを行なった。
2).lH-NMRおよびCDスペクトルの測定
mBNドメインを最終漉度が 15mg / mlになるように 20mMリン酸緩衝液pH5.5および0.15M NaCl 
を含む溶液に溶解し、 500MHz spectrometer (Bruker AM・500) を用いて 200Cで IH-NMRスペクトルを ;!IJ
定した mBNドメインの法度は、 280nmの吸光度から算出した。mBNドメインの 280nmのモルl以)1...係
数は1.34で、この値は 280nmでのチロシンのモル吸光係数 1576M'lcm・1およびトリプトファンのモル|以
光係数 5225M'lcm'lより求めた (30)。
短波長側の UV(190-250 nm) CDスペクトルの測定は、 Jas民C∞oJ-一720sp戸ectrop卯01凶釦釘飢'lme目te町r(υJa叩pa川1  
s叩pe民ct汀rosc∞OplωcCo 、Lt吋d.) を用いて行なつたむmBNドメインを幅 1mmの分〉光じy光乙皮計のセル「リ11て、i終:'，~，守匂:~午/，、'1 1.ιiHAJlι;
0.1げ7mg / m川Tη叫1叶lになるように lωOmMリン酸緩衝j液夜 pH6.0にj溶容解し、 200 Cで測定した。
3). mBNドメインのリガンド結合活性の測定
終i農度 0.5μMmBNドメイン、 1.2 nM 1251・G-CSF(Amersham Jnternational plc) 、およびび、さまさざcまなijJ.〉lr;fn
度(什lω0ゲ5M一10σ10M)の非標識の G-CSF(Kirin Brewery Co仏.、Ltωdより御供与)の存在 F、0.1M附l'怯ナト
リウム pH7.0 /0.005 % Tween 20を含む 50μl反応液を室温で 90分間放置し結合反応を行なわせた
DMSO (dimethyl sulfoxide) に溶解した化学架橋斉IJである 100mM DSP (dithiobis(succinimidyl propiol1ate) 
(Fig. 11.) (Pierce Chemical Co.、Ltd.) を 0.5μl添加し氷上に 30分間放置したヮ5μlの 2M Tris-HCI 
pH 7.Sを添加し反応を止め、 15% SDS-PAGEを行いイメージングプレー ト (Fujiimaging plate、TypeBA 
20 X 40;Fuji Photo Film Co.、Ltd.) に室温で2時間感光させ、 mBNドメインに結合した放射的'1'1-.の強さを
イメージアナライザー (Bio-imageana1yzer BAI00;Fuji Photo Film Co.、Ltd.) を用いて定量した
23 
Fig. 8 pMALp-mBN 発現プラスミドの構築
Fig.9 マウス G-CSF受容体mBNの発現およびその精製
murine G-CSF receptor 
SS Ig-like CRH FNIII-like TM cytoplasuuc 
NHl COOH 
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Ptac : tac promoter 











恥1BP: Maltose Binding Protein 
mBN domain 
マウスのBN(mBN) ドメインをコードするDNAをマウスG-CSF受容体cDNAを含むプラス
ミド pBU17を鋳型として polymerasechain reaction (PCR)法によって増幅させた。
PCR に使用する5・ーセンスプライマー(5・一GGTTC1寸ATCCCCCTGCCAGCCCCTCA-3')に、




として融合蛋白質から切り離される o また、 PCRに使用する 3・ーアンチセンスプライマー (
5¥CTCTAGA1寸ATI寸CACAACATCCA TGGGGTCG AG-3') は、制限酵素 XbaIの切断部位、
終止コドン TAA、そして mBNドメインのカルポキシル末端側の配列であるマウスG-.CSF受
容体の 2∞、 201番目のパリン、そして202番目のリジンをコードする配列を含んでいるo こ
れら5・および3' の両プライマーを用いて増幅した PCR断片を pMALT弘 pベクターの制限
酵素 StuI/ XbaI切断部位に挿入しmBN ドメイン発現プラスミド pMALp-mBNを構築した。
サイトカイン受容体ファミリー相似領域 (CytokineReceptor Homologous region 
;CRH、約 200アミノ酸)のアミノ末端側約 100アミノ酸からなるドメイン (













I supernatant (periplasmic fraction) 
Q-sepharose chromatography / pH 6.0 
↓ 
0.4 % (W/W) FactorXa digestion / pH 7.5 
↓at 1白川Oh
S-seph…chroma仰向/pH 6.0 
TSK ~el G2000 SW size exclusion HPLC 


















フリーの SH基の定置は Ellman?去による比色定量法 (31)により行なった (Fig.12.) mBNドメイ ン




















+ :iHQこJ0.01 M EDTAを含む溶液 100μlに溶解した←試料溶液を含むセルおよび上記溶媒のみをfTむセルのそ
れぞれに 50mMリン酸緩衝液 pH7.0に溶解した 10mM 5.5'・ジチオピス (2-ニトロ安息昏!tiz) (OTNs I 
溶u主5μl を主j品で添加し直ちに混合した。後者を対照として分光光度計中で DTNBとフリ ーのSHJII~ と
5，5¥ジチオピス(2-ニトロ安息香酸)= (DTNB) 
の反応により遊離した 2-ニトロふメルカプト安息昏酸の 412nmの吸光度の時間的変化を 30分I¥Jil!リむ し
た
4)-2. mBNドメイン中の SS結合のマッピング
mBNドメインを 8M尿素 /0.1M Tris-HCl pH 7.5に溶解し、室温で 3時間放置した 0.1 M Tris-H 任~S-S~N02 + HS~N02 
CI pH 7.5で反応液を 2f音に希釈したのち、 (最終濃度 4M尿素)リジルエンドペプチダーゼ (LyγC)
(Wako Chemicals Co.、Ltd.) をmBNドメインに対して 1/20(W/W)量で添加し、 30 Cで 1211YII'd1，.( 
応させた 同泣の Lys-Cを再び添加し、さらに 12時間 300Cに放置し反応を続けた .また、 mBNドメ
インまたは Lys-C消化によって生じたペプチドに対してペプシン (SigmaChemica1 Co.、Ltd.)を 1/20( 
Abs. 412 nm 測定
W/W)で添加し、 5{}Hギ酸ql30 Cで 12時間反応させたープロテアーゼ消化物は、 0.1日}ト リプルオ
円円i，II~をで‘干 i~}f化 した C 4 または C 18の逆相 HPLCカラム (SenshuPak VP-304 and VP-31. 8、I・espectively:
チドのアミノ酸配列は自動プロテインシークエンサー (AppliedBiosystems 477 A protein sequencer equiped 
試料蛋白質，数nmolを0.1M Tris-Cl， pH 8.0/ 10 mM EDTA /6 M グア
ニジン塩酸塩または8M尿素に溶かし、最終濃度が 0.5mMになる
ようにDTNBj50mMリン酸緩衝液， pH7.0を加えて直ちに混合する
O 遊離してくる 2-ニトローテメルカプト安息香酸の吸光度を 412nm 
で測定しチオール量を算出する O
4.61.0. X 250 mm ; Senshu Scientific Co.、Ltd.)を用いてアセトニトリルで溶出し分離した 刊られたペブ





















(data not ~hown) 単量体の MBP-mBN 融合蛋白質を制限プロテアーゼ FactorXaで酵素消化 しMsPから
mBNドメインを切り離した。反応液を S-sepharoseクロマトグラフィーおよびTSKgel G 200lOS Wゲル地j凸
ゲル;1，¥1(Fig. 14.)精製された mBNドメインの分子サイズは、HPLCを行ないほぼ単一にまで精製した。





20 ドメウエスタンプロット解析より、得られた mBがi位量体として精製されたことを示している O また、
さらに、自動プロテインシークエンサーを(Fig. 13. & 14.) インが日的の産物であることが確認された。
ペ用いて mBNドメインおよびそのプロテアーゼ消化(リジルエンドペプチダーゼおよびペプシ ンれ1化)
プチド断片のアミノ酸配列を解析したところ、得られた mBNドメインのアミノ末端およびカルポキシル







ドメインの精製Fig. 14 mBN 
SDS-PAGE 
2).IH-NMRおよびCDスペクトルの測定Non・reduced
mBNドメインの IH-NMRスペクトルを Fig.15に示している ，)0 ppm付近の highfield resonallceは、
このことは、ring current effectによる highfie1dにシフトしたメチル基由来のプロトンを示しており (33)、





















































トラジオグラフィーを行なうと、 30キロダルトンの位置に複合体のバンドが検出された (Fig.16.) G-C 
Brilliant Blue stain Coomassie SFが 19キロダルトンで mBNドメインが 12.5キロダルトンであることから、 30キロダルトンのバンド
は、 G-CSFとmBNドメインの 1: 1 の複合体であると思われる 。 そのことを確かめるために、~'~ jr~ 庁IJ を
またえこの 30キロダルトンのバンドは観察されなかった添加しないで同様の実験を行なったと ころ、
橋市IJ中に存在する SS結合を還元しその結合を壊裂させると、 30キロダルトンのバンドは検山されなかっ
ウエスタンプロット解析を行ないこの 30 キロダルトンのバンドの分 r~~luえを {I(， :(Fig. 16.) 0 さらに、た
に対する抗体のどちらによっても認したところ、 G-CSFに対する抗体あるいは G-CSF受容体 (CRH)
(Fig.16.) このバンドは mBNドメインと G-CSFの双方を含んで、いると思われる染色されることから、
これらの結果は、 30キロダルトンのバンドがG-CSFとmBNドメインの 1: 1の複合体であることを 'Jrtl








だいに消失していくことが観察され、 50%結合間害濯度すなわち IC50 (= dissociation constant (Kd))は 3
-8 X lO-s M であった (Fig.17-A.) 0また、 Pig.17・B は、 G-CSPが mBNドメインに特異的に仙台する
ことを示した結果である (.125I-G-CSPの mBNドメインへの結合に対する競合剤として RNaseA、BS入、
human growth hormone (hGH)、または G-CSPをそれぞれ単独で終濃度が1mM C25I-G-CSFの1000伯1:')
になるように添加し、 30キロダルトンバンドの形成量を比較したo 1 mM RNaseAおよび BSAは 1251-G-C
SPの mBNドメイ ンへの結合を全く阻害しなかった。しかしながら、非標識 G-CSPは約 900，) [ifl'J，・し、
また、 hGHは約 10%問害することがわかった。 hGHの mBNドメインに対する Kdは、 4X 1 0-6 M ( data 
not shown)で、 G-CSFより親和性が約 100倍低いことがわかった。これらの結果は、 G-CSFが mBNド
メインに特異的に結合することを示している O
4). mBNドメイン中のs結合のマッピング
mBNドメインは、 6個のシステイン残基を含んでいる (Pig.9.)0 mBNドメインを 6MグアニジンJ11111 
円安または 8M尿素溶液中で 5、5'ーdithiobis-(2-nitrobenzoicacid) (OTNB) と反応させフリーの SH誌の山 ;i
を行なったところ (31)、フリーの 5H基は検出されず、 6個のシステインすべてが S5結合の形成に布:lj-し
ていることがわかった (Pig.18，) (>それぞれの 55結合のマッピングを行なうために、 mBNドメインを
プロテアーゼ消化したのち、逆柑の HPLCを行ない SS結合を含む断片を分取した。SS結合の位if:の1")
定は、口動プロテインシークエンサーを用い直接シスチンを検出することにより rdJ定した(32) mBNド
メインを非還元下、 4M尿素溶液中で Lys-C消化を行ない生成物を C4逆相 HPLCで分離したところ、
二つの大きな断片 KlとK2を得た (Pig.19・A，)0 Kl断片をさらにペプシンで消化し、 C18逆相 HPLC
で分離したところ、ペプチド断片 KIPlとKIP2が得られた (Pig.19-C.)っKIPl断片を向動プロテイン
シークエンサーを用いて解析したところ、二種類のアミノ西支配列が確認されてつの領域を含んでいること
がわかった それらのアミノ末端配列は、 D一CI~3-Q (アミノ酸残基 142-144)と Lー C194_L-DーP(アミノ問山
悲 193-197)であったに"C"は直接同定された PTHー シスチンを表している (Pig.20.) この私以は、
34 
これら二つのアミノ酸配列(領域)がCys143と Cys194との SS結合によって連結されていることを IJ~ 
している (Fig.20.)ぅ次に、 KIP2断片を自動プロテインシークエンサーを4J1.-¥て解析したところ、 .:H 
矧のアミノ酸配列が確認され、三つの領域を含んでいることがわかった二それらのアミノぶ端自己刈は、 D
-Cl~]-Q-Q-Y-Q-G-D-T-I-p-D-Cm-V-A-K (アミノ椴残基 142-156)、(R-Q)-N-N-Z162_SートP-R-K (この
断片のアミノ末端は 158番目のリジンまたは 160番目のグルタミンを示し、その量比は 3:乙であった } 
、そして L-C194-L-D-P-M-D-V-V-K(アミノ酸残基 193-202;この配列は、 mBNドメイ ンのカルボキ
シル ~~~~á に相当しており、得 られた mBN ドメインのカルボキシル末端が正しい配列を有 していることを
ぶしているの)であったo " C"は自動プロテインシークエンサーで直度検出したシスチンをぶし、 2サ
イクル目と 12サイクル自に検出されたo " Z" は 2 サイクル目と 12 サイクル自に検U~ されたけ C" の
相千側のシステイン残基を示しているが、" C"でシスチンとして同定されるため実際の分析にはシスチ
ンまたはシステインとして検出きれない (Pig.20.)九また、 KIP2断片をジチオスレイト ールを JI J v ¥て辺
j乙したのち、 C4の逆相 HPLCで分析したところ、 Jてコのピークがi&訴され、 KIP2l1Ji)'I'がsN， {iによっ
て直結された三つのペプチド断片からなることを示している(> (data not shown) K 1 P 1断)J1の!川Ij'から、
Cys143とCys194が SS結合を形成していることが示されているので、 KIP2断片中の :つの SSfh {iは
Cys143-Cys194とCys153-Cys162であると考えられる (Pig.20.). 次に、 K2断片をペプシンて;i' j iじ
し、 C4の逆相 HPLCを行ない K2P3断片を分取した (Fig.19・0.) コK2P3断片のア ミノ 1'¥支出じいjをうf付し
たところ、 S-CI07-L-M(アミノ酸残基 106-109)および (L)-V -C 118_Q_ W-E -P-G-P-E-T-H -L -P-T一一 (こ
の断片のアミノ材料、 116番目のロイシンまたは 117番目のパリンを不し、その量比は 1 ，1であった } 
の二種類のアミノ酸配列を示し、 PTH-シスチンが2サイクル目に検出された (Pig.20.) このこ とは、
K2P3 断片が Cysl07 と Cys118 との S5 結合により 二つのペプチドが述結されたものであることを IJ~ '.--c 
いる (Fig.20.) 以上の結果より、 mBNドメイン中の三つの SS結合のマッピングを似式(J:)にぶすと
Fig.21.のようになったー
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Far-UV CD spectrum 
。
1000 
? ? ? ? ?
Anti-G-CSF receptor CRH 250 240 230 220 210 200 
-13000 
190 















Fig.18 mBNドメインのリガンド結合活性とその結合特異性Fig.17 ドメイン中の SH基の定量mBN 
Competitive binding curve Of125 I-G-CSF and unlabel(;~d G・CSF
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ろ 一二つの大きな断片KlとK2を得た(A ).) K I ltIi-! 1 
をさらにペプシンで消化し C18逆相 HPLCで分
離したところ KIPl 断片と KIP2 断片が f~r られた
(B)。 また K2断片をペプシンで消化し C4法制
HPLCを行ない K2P3断片を分取したに)一。
|mi1N domain I 
s結合の位置の同定は向動プロテインシークエンサ
ーを用い、直接門H-シスチンを検出することにより


















The amino acid sequence of the mBN domain 
97 100 110 120 
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mBNドメイン中に六個のシステインが存在し、それらが三つの SS結合 (Cys107-Cys 1 ~、 CysI53 - (，
ys162、そして Cys143-Cys 194)を形成していることを示したっそれぞれの SS結合を開裂させたと きの
mBNドメインの立体構造形成およびリガンド結合活性に及ぼす影響を調べた。まず、 Cys107-Cys 11:{の
双}jのシステイ ンをアラニンに変換した ClO7、118A変異体と MBPとの融合蛋白質 (MBP-mBNC107、l
18A ; j宝元下SDS-PAGEにおいて 54キロダルトン付近にそのバンドが観察される )のペリプラズムへの
分泌:五を還元ドで SDS-PAGEおよびウエスタンプロット解析を行ない調べた。MBP-mBNC107 、 11~A 企
Y4体は、党現量に関しては野生体と比較して同程度であったが、ペリプラズムでかなり分解を受けてお り
54キロダルトンのバンドは野生体と比較して減少していた。 このことは、変異体の高次構造の形成が不
卜分であったため分解を受けたものと考えられるコまた、 T5KgelG2000SWゲル液過 HPLCを行ないこ の
54 キロダルト ン の変児休を解析したところ、そのほとんどが単量体として存在せず、リガ ン ドネ111 イ ~i/， t) 1
を有しない凝集体として観察されたr 非還元下で SDS-PAGEおよびウエスタンプロット解析を行な った
ところ、 54キロダルトンのバンドは消失し、より高分子量のラダー状のバンドに移行したことから、こ
の凝集体は SS結合がかけ違いを起こして分子間 SS結合により形成されたたものであると思われる ち
なみに野生体では、単量体のみにリガンド結合活性が検出されることから、単量体のみがïF. しい 1fJJく tllJ.i ~
を形成していると思われる これらの結果は、 CysI 07-Cys 118の SS結合がmBNドメイ ンのよ:J次Hli.;iの
形成に重要な役割を担っていることを示唆している。次に、 MBP-mBNC153、162A変異休を作成し、 jむ
元 ドで 5DS-PAGEおよびウエスタンプロット解析を行なったところ、野生体と比較して 54キロダルト
ンのバンドはIi:]程度に観察された‘ しかしながら、非還元下で SDS-PAGEおよびウエスタンブ口 y ト附
析を行なったところ、 54キロダルトンのバンドは消失し、より高分子量のラダー状にバンドが移行 した
また、 TSKgelG2000SWゲル鴻過 HPLCを行ない変異体の解析を行なったところ、単量体としてがイ，:せず
;rJ[集体として検出された r これらの結果は、この凝集体は SS結合がかけ追いを起こして分 {-II¥JSS f.lj I~ 
により 形成されたものであり、 Cys153-Cys 162の S5結合もmBNドメインの高次仇造の庁長成に不安なは
Mを担っていることを示唆しているr 上述の変異を導入した四つのシステインは、サイトカイ ン交行体ファ
ミリ一間で保存されているシステインで、これらシステインの変異は、 IL-2受容体 (35)やプロラク チ ン




ロット解析を行なったところ、 MBP-mBNC153、162A変異体同様、野生体と比l絞して 54キロ夕、ル トンの
バンドは同程度に観察された。このバンドは、非還元下でも高分子へ移行しなかった j このことは、この
変異体が天然に近い構造を保持していることを想像させるO しかしながら、 TSKgelG2000SWゲル;!日 It) 
HPLC により解析を行なったところ、この公具体は ip 江件、 とし て イf{fせずほとん どがリカント ~'/I ; iJl'lを
イ1・しない沈殿しやすい凝集体として検出された。これらのことは、 MBP-mBNC143、194A宏 氏休のibt比





ある MBP-mBNC143、1945、MBP-mBNC143S、そして MBP-mBNC 1945 の三つの変異体をれ:成 I~W什 fj
した MBP-mBN C143 、 1945 変異体は、アラニン変異体同保、 SS 結合のかけ速いに J~凶 してい な\， I;~é IL 
体を形成したO 反して、 MBP-mBNC 143S変異体および MBP-mBNC 1945変具体は、共に SS1t'i;tのカ‘
けj♀い由来の凝集体を形成することがわかった:これらの結果は、アラニンに変f換奥した士坊坊品卦令介とrトnげj什.
であり、 三番目の SS結合がmBNドメインの高次構造形成に必須であることをさらに強くぶしている
ことがわかった hBNドメインについても、 mBNドメインと同じ位置に三つの SS結合を保持している
と考えられる また、 hBNドメインには別に SS結合に関与していない 7番目のシステイン残必(J 64 itc 
目;マウスではセリン)が存在している (Fig.21.)。この hBNドメインについても発現およ びその打j'日
を行なったところ、 lmM の 2-メルカプトエタノール存在下で mBN ドメインと同程度のリガンド~.ii {i i/ 
性を保持する(Fig. 22.)単量体を精製することができた しかし、その収宰は mBNドメインとjじ牧し
てかなり iJ，，~少した これらのことは、七番口の遊離のシステインの存在により SS結合のかけ泣いが川;1i
している口J能性を/示唆しているけそこで、この七番目のシステインをセリンに変換(マウス叩!)した
MBP-hBN Cl64S変異体を作成し、発現および精製を試みたところ、 mBNドメインと同程j立の日刊
する (Fig.22.) 単it体が、 mBNドメインよりも高い収辛(約 3倍)で得られたヮこのことからも:つの
SS結合がBNドメインの高次構造形成に必須であるが、その他のシステイン (hBNドメインのじ許 11の
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hBN domain 分 ;，~， ~s現系を用いて発現させ単一にまで精製し (Fig. 14.)、G-CSFと特異的に結合することをぶした
3 
これらの結果は、 B位anが推測したとおり (25)、G-CSF受容体も GH受千五体の ような(Fig.16.& 17.) 
またそれぞれ1[1，々 のマルチドメイン蛋白質であることを示唆しており、(X線結品構造解析で示された)Kd = 120 nM 
ドメインがフォールドしうることを示している C また Bazanは、サイトカイン受容体フ ァミ リーの CRH
の 立体構造は 7 木の 13- 構造がシートを形成し、 SS 結合によって架橋された日一バレル )r.~ (判 )〔リ) IIJ .i: 








(Fig. 15.) 0 また、 短波長1ftIJUVの CD解析で三次構造をなし、。一構造を保持していることが示された
10000 1000 100 10 1 .1 
。
の CDスペクトルの波形と JP'i;'iこよくスペクトルは、 GH受容体の細胞質外領域 (CRHのみからなる)Total (n~1) 
R構造の波形とは異なる 230nm付-近に弱い極大値、 200nm付近に帆小1P'fをノJ~した似ており、典型的な
hBN C164S mutant 
(39) (Fig. 15.)。似たような CDスペクトルがTissueplasminogen activator (TPA)中のクリ ングルー 2l}.i 
やはり αー ヘリックスを含まず SS結合によって架倍された 日一でも観察されており (40)、その構造は、
これらのf.il県は、 mBNシートとし Eくつかのターンあるいはループから成っていることがわかっている。
ドメインが GH受容体様の高次構造を有することを示唆しており、 G-CSF受容休において もBazanのif
j[!lJが正しいことを支持しているO 次に、 mBNドメイン中の SS結合のマッピングは、 mBNドメイン'11の
三つの(Fig. 20. ， Fig. 21.)その六イ!~のシステインにより 三つの ss 結合を形成していることを示した O
サイトカイ ン矢作のSS結合は、と二番目 (Cys153-Cys162) SS結合のうち、最初 (Cys107-Cys1l8) 












よってGH受容体で観察されるような約 10アミノ酸からなる短いループを形成している (41)(Fig.21.J 
これら体ファミリ一間で保存された四つのシステインによって形成されたものであり、100000 
hBNドメインの G-CSFに対する Kdは 120nMで、その変具体hBNC164Sの Kdは 130nMで




100 10 1 .1 
これらの結果は、 G-CSF受容体とGH受容体問でこれら SS結合付近の構造がよく似ていることを小して
また CRHの基本となる立体構造が SS結合によって架橋された日一バレル型 (怖引)怖泣であいるし、
47 46 
るという Bazanの推j別(25)を支持している Rozakis-AdcockとKel1yの報告 (36)では、これらにl.JJ，l:.町する
一つの SS結合がプロラクチン受容体の高次構造形成に重要な役割を果たしていることを述べている G-C 
SF受容体の場介、 三つすべての SS結合が BNドメインの高次構造形成に電要であることがわかった
f話f11の 55結合はサイトカイン受容体間で保存されていないシステインによって形成されており 7十三・-ι
体!日jで多係である (25).-GH受容体の二三番目の SS結合 (Cysl08-Cys122) は i互いルー プを n~J& す る が
(41)、 G-CSF受符休の場合そのようなループは形成しないに (Fig.21.)プロラクチン受容体主1山口外い1
.t&の場介にはシステインは四例しか存在せず二三番目の SS結合は存在しない (36)-また、 GH'支持付、の生
見付、の断析や X線結品構造解析の結果から、 GH受容体 BNドメイン中のマ番目の SS ~:fl f~ ( Cy~ 10日-
Cysl22)の近くに{主置している一二つのアミノ酸残基、 104番目のトリプトファンと 106番目のプロリンが
リガンドとの結合に傾めて重要であることが示されている (38、39}0これら二つのアミノ酸は G-CSF受性




mBNドメインと Gー CSFとの相互作用は 1: 1 の結合様式を示し (Fig.16 .) 、その解青I~定以 ( Kd \ は
3・8X 108M であった (Fig.17.)0このKd値は、 Gー CSF受容体の欠失変異体の解析 (23)によってぶされ
たCRHつまり BNドメインおよびBCドメインの両方を含む領域に対する結合定数3・4X 1O-')Mとlt1'土
して山し、 i~Îである このことは、リガンド結合において BNドメインおよびBCドメインの山ifJがイrイ1.す
ることによってより r~，IJ い親和性が寄ラ・されることを示唆している 。 リガンドが受容体に結合した f.ii ~~、三
h体の多量体化が起こりそれに続いてシグナルが伝達されることが最近示されている (38、42、43) GH父
存体の場合、[受容体I: [リガンド1= 2 : 1複合体がシグナルを伝達する活性化体であることが不されて
いる (43、44) G-CSF受容体の場合も、 G-CSF受容体と GH受容体のキメラを使った実験で、 G-CSF'乏
uH，の i.5;ー体がシグナルを伝達すると考えられている (43、44Lサイトカイン受容体ファミリ ーのr!1で G-C
48 
SF受存体は、 GH受容体同様単一のポリペプチドのホモグイマーとして機能すると考えられているこ と
から、 G-CSF受容体がGH受容体同様リガンドと 2: 1の複合体を形成すると考えても不t'1 r)~ ではない
しかしながら、 mBNドメインについては化学架橋剤を用いた SDS-PAGEでの解析から、架桁反応の'i.)Jナー
が民くすぎて検出できなかった可能性も残されているが、リガンドとの 2: 1の複合体は検山されなかっ
た GH受容体の[受容体]: [リガンド]= 2 : 1複合体の X線結晶構造解析 (38)では、受存体の BCトメ
インがリガンドと接していることが観察された. また、 GH受容体、プロラクチン受存体 (51)、そして
TF (Tissue Factor) (52)などとは異なり、 IL-2受容体(45)、IL-3受容体 (46)、 IL-6受存体 (47、4g)、'N川|1"叶J 川l 
マク口フア一ジコ口ニ一刺i激致因子 (GM-CSF刊)受容体(件49別)、そしてイン夕一フエ口ン一y (IFN-y 1 '乏1干，
(付体4本~ (σ50ω)においては、その変異体の解析から BCドメインにリガンドとの結合に最も 1重要であるアミノ|閉山
叫が存化することが示されている。すなわち、リガンドとの高親和性結合部位の形成および矢作付:のオリ
ゴメリゼーションに BCドメインが必要であるのかもしれない，.
以 f- 述べてきたことから、 G-C5F の受容体に付する特異的かつ厳密な相互作JlJのti:~ti与をW(，川する 1n:J 
において、 X 線結品解析や NMR による高次構造の解析、そして変異を導入した分子レベルでの内~(1Ií' (ア
ラニンスキャンニング変異解析など)を行うのに大腸菌で発現できる mBNドメインは絶好の材料であ る
と思われる。また、リガンドによる受容体活性化機序を解明するために、 CRHあるいは、リガ ンドネlf「







111， ? ??? れた Ig-CRHは、 主に共有結合を介さない二量体として存在していた (ゲル議過およびSDS-PAGEによ
り確認) υ アフィニティークロマトグラフィーを行なう前は、ほとんどの Ig-CRH が rjt ~u本 として ((11:し
ていることが確認されたことから、二量体はリガンドカラムによる精製の結果、誘導されたものと与えら
G-CSF受容体活性化機序の解析 れる〔次に、 Ig-CRHのリガンドに対する親和性を測定したところ、単量体はー相性の低税和'l't.(Kd = 
3.4 nM)を示し、 二量体は低親和性と高親和性の二相性 (Kd= 3 nMおよび 100pM)を心した これら
の結果は、細胞表面上で観察される高親和性受容体は、少なくとも二量体であり、最初から -H':付、として
発現されることを示唆しているO また、 二量体は、リガンド添加によって四量体を形成した このと きト
レーサーとして 125I-G-CSFを共存させ、その分布を調べたところ、低濃度のリガンド存夜下では、[lg-C
RH -:.量体]: [リガンド]複合体が形成され、リガンドの増加とともに [Ig-CRH四量体J: [リガ ンドIE~;~ 
体の増加が観察されたむ[Ig-CRH四量体1: [リガンド]複合体中のリガンドと Ig-CRHの分 {・比をliMべた
ところ、四分子の Ig-CRHに吋し四分子のリガンドが結合していることがわかった GH受作体は、 リガ
ンドが低濃度存在すると受容体とリガンドは 2: 1の結合を示しシグナルが伝達されるが、 1"よj濃度のリ ガ
ンド存在下では受容体とリガンドは 1: 1の結合を示しシグナル伝達が抑制されるという sequential
dimerization model (Fig. 24.)が提唱されている(>これに対して我々の結果では、 G-CSF受存体のJ品イ?に
はて:主体およびF!J量体の形成がリガンドの濃度に応じて調節されているが、化学量論的に GH交HWのモ
デルとは異なっており新たな受容体活性化調節機構の可能性を示唆している F 次に、受存体のオ リゴメリ
ゼーションおよび高親和性リガンド結合部位の形成に Ig様領域がどのような役割を果たしているのかを




定数の他 (Kd= 2.5 nM)はIg-CRH準量体と同程度の親和性をノ戸した また、 19-CRHおよび CRHc;いl
のCDスペクトルを測定したところ、どちらも GH受容体で観察されるスペクトルと同様の波形を示し、
GH受谷体僚の高次構造を有していることが示唆された r 次に、 CRHO_CSF 単量体とリガンドとの複台休
をゲルj慮過を行ない調べたところ、リガンドの量に無関係に 1: 1の結合のみを示した。一方、対照実験
として、パキュロウイルスー昆虫細胞の系を用いて発現させた GH受容体細胞質外領域 (CRH(，JI)は、 リ
ガンドによる sequentialdimerizationを起こすことが確認されたり以上の結果は、 G-CSF受千五件、の






近年、サイトカイン受容体やチロシンキナーゼ型の増殖因子受容体などの 一つの股jTj断;f! M: をイfする J~ ~J 
の受容体は、リガンド結合によって受容体の多量体化が誘導され、そのことがシグナル伝達における批判j
の重要点であると考えられている (21、53)。サイトカイン受容体ファミリーの中で受存体爪性化院中のモ




CRHのみからなる最も単純な構成をしているが、 G-CSF受容体のように CRH以外に Igfli;Tt&やフイブ
ロネクチン III 型様領域を有するものもあるし、 IL・3 、 IL・5 、 GM-CSF 受存体 P 鎖のように、その ~:IIIiJ包口
外領域に CRHが二個存在するものもある したがって、交符休活性化問li亡を -つのモデルで，uIVJする こ
とは困難であろう 。リガンドの結合によって細胞質外領域の会合が起こると、それに起[5]して叉'u付、の1.1
胞内領域の活性化が誘導される O このときどのような機構で細胞内領域が活性化されるのだろうか? 交
容体活性化様式を議論する際に、サプユニットの会合様式という四次構造のレベルでのJ九布、すなわち、
中.純に細胞内領域が複数会合するだけでシグナルが伝達されるのか (Fig.23・A.) 、ある いは、 :';J~ 1) . i~ 
のレベルでの議論、すなわち、リガンドの結合により受容体が多量体化した際にイpJらかの仇辺変化が，[:.じ、
その変化が伝達され細胞内領域が活性化されるのか(アロステリックトランジション仮説 (56-59) (Fig 
23・B.) ; Pivot 仮説 (60)、Unwinding仮説 (60)、Plunger仮説 (60)、Piston仮説 (60); Fig. 23-C. (60) )など
の興味深い疑問が生じてくる ーこれらの疑問に関与したいくつかの知見が知られている たとえば、エリ
スロポエチン (Epo)受容体の場合、突然変異による恒常的活性化 (リガンドの影響を交けることなく j
が起こることが知られている (61、62)円その変異は、 129番目のアルギニンがシステインに変化したもの
で、この残基は Epo受容体がリガンドによって二量体化したときに形成される BCドメイン r~jJ 1:の抜触
53 
面に位置していると考えられる (63)rこのとき受容体は、変異によって生じた 129番目のシステイン IIJ-卜
がSS結合により:主体を形成していることがわかった (64) また、 GH受容体の場合、 BCドメイ ンIIJ
±の感触面 (Fig.5.)にある 152番目のアスパラギン酸がヒスチジンに変異すると[受容体リガン ドl











が有効であると考えられる，また別の知見として、 Epo受容体の場合、 Friendspleen focus-lforming virusの
糖蛋白質である gp55 が Epo 叉-容体と相互作用してリガンドの影響を受けることなく受容体が{;~'I主化さ
れることが知られている (6) gp55はどのような機構で受容体を活性化させるのだろうか? gp5Sが受










を用いた昆虫細胞の発現系 (Fig.25.)により分泌発現させ受容体活性化機序の解明を試みた また、 H












































(a) The rigid-body pivoting 
hypothesis， in which the 
subunits of the receptor 
pivot inward on binding 
ligand. 
(b) The supercoil unwinding 
hypothesis， in which the 
para))el coiled coil would 
somehow change its degree 
of supercoiling on ligand 
binding. 
(c) The p)unger hypothesis， 
in which conformational 
change induced by ligand 
binding pushes (or pul1s) 
a transmembrane a -helix 
through the membrane 
interface， inducing a 
conformational change 
asymmetrical1y in one of 
the subunits. 
(d) The pistone hypothesis， 
in which mechanisms (a) 
and (c) are combined. 
文献 (60)より
















Ig-CRHとそのシグナル配列 (25アミノ酸)をコードしている DNAをマウス G-CSF交千五f本cDNAを♂
むプラスミドpBLJ17(19)を鋳型としてPCR法によって増幅させた ，PCRに使用する 5'-プライマー (5・
-CGGGA TCCATGGTAGGGCTGGGAGCCTG-3')は、マウス G-CSF受容体のマイナス 25書11のメチオ
ニンコドン(開始コドン)とそのすぐ上流に制限醇素 BamHI切断部位の配列を含んでいる また、 3・ープ
ライマー (5・-GCGGATCCIT AGGCCITCATGGTAGGCCTCA-3')は、マウス G-CSF受容体の309需11の
アラニンコドンとそのすぐ下流に終止コドンおよびBamHI切断部位の配列を含んでいる l これらのプ7
イマーを用いて PCRを行ない Ig-CRHcDNA断片を調製した J AcNPVのゲノムは約J30Kbとい:大で、あ
るためウイルスゲノムのポリヘドリン遺伝子と目的遺伝すことの置換は一般のトランスファーベクタ-{去を
行なう う トランスファーベクター pAcYMlプラスミドは、核多角体病ウイルス (AutographacaJifomica 
nuclear polyhedrosis virus : AcNPV)ゲノム中の約 7Kbの断片が組み込 まれており 、その'11にはポリヘド
リン構造遺伝子の上流とポリヘドリンプロモータ一、 BamHI切断部位さらに 3'側のポリヘドリンflj-，i込辺
伝子の一部が保持されている (Fig.25.) 0 PCR で w~J製した DNA 断片を pAcYMl プラスミド (67) の
BamHI切断部位 (ポリヘドリンプロモーターの下流に位置する)に挿入し、 pAcIg-CRHプラスミドを川
築した 続いて、 pAcIg-CRHトランスファーベクターとAcNPVゲノム DNAとのコトランスフェクショ
ンを11'"なった，その結果、細胞内での相同組換えにより日的とする Jg-CRH1頑域を合んだキIIH~え体ウイル
スAcIg-CRHを得た (4、68)ぐ コトランスフェクシヨンは、 DNAをモル比で AcNPVゲノム DNA1にふj
して pAcIg-CRHプラスミド 30の比率でリン酸カルシウム沈殿法により Sト9細胞(昆虫細胞)に刈ーして










Buffer A (0.1 M NaHCO)， O.5M NaCJ pH 8.0)に 10mg 組換えヒトG-CSF (終濃度 5mg / ml)および
0.2 gの AF-Tresyl-Toyopearlレジンを添加し、 4時間、 室温でインキユベートしたのち、さ らに 4 Cで
晩放置した，Buffer A lOmlで3凶レジンを洗ったのち、ゲルlドの未反!.[::，の活性基をブロックするために、
Buffer B (0.1 M Tris-HCl pH 8.0， 0.5 M NaCl)中でインキユベートした。さらに、レジンを BufferC (0.1 
M酢酸ナトリウム pH4.0，0.5 M NaCI)および Bu百"erBのそれぞれ 10mlで4回洗浄したのち 、0.02S1c 
N必むを含む PBSに懸濁し， G-CSFカラムとして 40 Cで保存した(18)。
3). Ig-CRHおよびCR日目SFの発現およびその精製
わichopJusiani昆虫細胞 (Tn-5細胞 (Invitrogen;HIGH FIVETh1 CELLS)をconfluentになるまで拍・養し、
SF-90011 SFM 培地(無血清培地:GIBCO)で 10倍希釈したのち床面積が 225cm"の培養フラスコ(
Costar)中 27.Cで一晩培養 した コ細胞培養液に組換えウイルス AcJg-CRHまたは AcCRHを MOI( 
Multiple Optimum Infection) 2となるように添加し、 180 Cで 9日間培養したξ 培養上清中に分j必された
Ig-CRHまたは CRHG-CSFを G-CSFカラムに吸着させ PBSで洗浄したのち、 0.2 M NaClを含む 0.1M 
Glycine-HCl pH 2.0で溶出した 口溶出した発現物を 2M Trizma baseで直ちに中和した のち、
60 
TSKgelG3000SWゲル議過 HPLC(7.6mm I.D. X 60 cm; TOSO Co.， Ltd.)を行ないほぽ単 aにまで村製し (
Fig. 25.) 0 TSKgelG3000SW HPLCは、カラムを 0.2M NaClを合む 20mMリン酸板前凶 pH7.0で平役I
化し、 1琉j宝0.5ml / minでクロマトグラフイーを行なったの
4). G-CSFに対する親和性の測定
定量の Ig-CRHまたは CRHG.CSFをさまざまな濃度 (10 pM -1 nM)の m[-G-CSF(Amersham 
International plc.) と50μ1PBS / 10 % FCS / 0.1 % CHAPS中で混合し、 室温で 90分間J}/x. l~'ì. した • )J、
コントロールとして上記反応液に 500nM の非標識 0・CSF を添加し、 ml・G-CSF の非特異的日及ぶ?を jWJ~じし
た J 反応後、 G-CSFとの複合体を Yー グロプリン存在下で 15% (W / V) PEG 6000により沈降させた
沈殿中の放射活性を Yー カウンター (Packard、AUTO-GAMMAmodel A 5002 COBRA)により測定し、ス
キャ ッチ ヤードプロット解析を行ない G-CSFに対する親和性を測定した(18)川また、 0.2M NaClをかむ
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組換えバキュロウイルス AcIg-CRHを感染させた Tn-5昆虫細胞の培養上清を G-CSFカラムをけい Eてア
フイニティークロマトグラフィーを行なった。 G-CSFカラムに特異的に吸着した Ig-CRHを0.2M NaCI 
を含む 0.1M Glycine-HCl、pH2.0で溶出し、還元下で SDS-PAGEを行なったところ 45kDa付近にラダ
一状にバンドが観察された (Fig.26-A.) 0 これらのバンドは、 G-CSF受容体CRH領域に対する抗体 (
anti-Ml : (23))を用いたウエスタンプロット解析により染色されることから Ig-CRHであることが時ldさ
れた (Fig.26-B.)心Ig-CRHには N・グリコシレーション部位が 5ケ所含まれている 、糖鎖付加にI・jする
阻害斉IJであるツニカマイシン(和光純薬)を最終濃度 10μg/ mlで添加し、 Ig-CRHの発現を調べたとこ
ろ45kDa 19-CRHの培地への分泌は観察されず、細胞内に 40-42kDaの Ig-CRHの増加が観察された，
40-42 kDaという大きさは、 Ig-CRHのアミノ酸配列より推測される分子量と一致しており、培地rtlにうf
j必された 45kDaのバンドは糖鎖が付加された Ig-CRHであることが示唆されたの G-CSFカラムからi芥1'1
された Ig-CRHをTSKgelG3000SWゲル議過 HPLCを行なったところ、 Ig-CRHは、主に 85kDaのい:iyi
に てr1':体として検出された円また、微量であるが、その他にも 45kDa付近に単量体そして 200-250kDa 1J 
JIJ:に四歪休 19-CRHが観察された (Fig.26・C.)。これら 3種類のIg-CRHを還元下で SDS-PAGEおよ び
ウエスタンプロット解析を行い分析したところ、 45kDaバンドのみが検出された (Fig.26・B.l また、
単E:体、 二量体そして四量体をそれぞれ分取し、 TSKgelG3000SWHPLCカラムで再びクロマトグラフ イ
ーを行なうと、それぞれ安定に単量体、 二量体そして四畳体として溶出された (Fig.26・C.) ~I 二 j27乙 1:
で SDS-PAGEを行なって分析したところ、やはり 45kDaのバンドのみ観察され、ここで確認された .l l'~ 
H~および四量体は、 SS結合により安定化されたものではないことがわかった (Fig.26・B.) また、
精製Ig-CRHの解析Fig.26 
Ig-CRH発現物を 含むG-CSFカラムによる精製を行なう前の Ig-CRHの分子サイズを調べるために、























1{，( D:'2" 量体は G-CSFアフィニティークロマトグラフィーを行なった際に形成されたことを示唆している，
33.3 
28.6 















44 36 28 20 
動物由来のシグナル配列が正しく切断されることを示唆している O 次に、得られたこ量体 Ig-CRHの二次
Tetramer 
その;It(Fig. 15. Fig. 29.) スペクトルを測定した十蒋iEを調べるために短波長側uvの円二色性 (CD)
ドメインのスや mBGH受容体細胞外領域 (CRH)210 nmに極小値を示し、形は 230nmに縄大値、
ベクトルと類似していることがわかった (39)0Ig-CRHには、 GH受容体には存在しない ][g様領域が余分
Dimer ターンが SS結合により 安定に存在しているが、基本的に GH受容体様の二次構造 (sー構造、ループ、
に保持された構造)を有していることが示された。
Monomer 
44 36 28 20 




(Kd)が 100pMの高親和性と Kdが 3nMの低親和性の二相性を示した CFig.27.) 0 ここで観察された
高親和j性受容体は、 実際に細胞表面上に観察される高親和性受容体と同程度の親和性(19，55)を右する こ
とを示している。一方、培養上清中に含 まれる単量体 Ig-CRHの0・CSFに対する親和性を 同様の方法で




リガン ドによる Ig-CRHの多量体化の様式を調べるために、 Ig-CRHとG-CSFとの複合体をゲル持j凸
HPLCにより解析した。精製二量体 Ig-CRH(85 kDa)とG-CSF(19 kDa)を分子比で二量体 19-CRH
G-CSF = 1 : 10、1: 1、1: 0.5、1: 0.1、1: 0で混合し、形成された複合体を TSKgelG3000SWゲル持i!0
HPLCにより解析した (Fig.30・A.)0 G・CSFを徐々に添加していくと、 200・250kDaの位置に ピークが
観察され、リガンド添加量の増加とと もに、このピークの増大が観察された。Ig-CRH: G・CSF= 1: 1に
混介したとき、 二量体 Ig-CRHのピークは消失し、 200・250kDaのピークのみが観察 された，Ig-CRH今
G-CSFニ 1: 10に混合したとき 、過剰に余った G-CSFのピークが観察され、また、 200・250kDaのピーク
は解離して、より小さなサイズに移行することもなく、また逆に、 より 大きな会合体に変化しないことも
わかった。次に、このときのリガンドの挙動を調べるために、 トレーサーとして 1251・G-CSFを添加して同
様の実験を行った (Fig.30・B.)οIg-CRHに対して微量のリガンドを添加したとき (受容体 :リガン ド=
1・0.0005)は、放射活性は主に 90kDaの位置に観察され、 まず[Ig-CRH二量体]・ [G-CSF]複台体が形
成されることがわかった O 徐々にリガンドの量を増加させていくと、放射活性は 90kDaの位置から
66 
200-250 kDaの位置へ移した口すなわち、低濯度のリガンド存在下では、まず[Ig-CRH二量体]: [G-CSFI 
複合体が形成され、リガンドが高法度に存在すると [Ig-CRH四量体]: [G-CSF]複合体が形成されること
がわかったυ 次に、 [Ig-CRH四量体1: fG-CSF]複合体中の Ig-CRHと G-CSFの分子比を口動プロテイ ン
シークエンサーを用いて解析を行った。IgCRH: G-CSF = 1 : 5または Ig-CRH: G・CSF= 1 : 0.1に出f?し
たときに形成される [Ig-CRH四量体1: [G-CSF]複合体を TSKgelG3000SWHPLCによりそれぞれ分取した
のち、自動プロテインシークエンサーを用いて Ig-CRHおよびG-CSFの定量を行った。呈比の算出は、
凹サイクル目のロイシン (G-CSF由来)およびイソロイシン(Ig-CRH由来)のピーク比によって打った
Ig-CRH : G-CSF = 1 : 5に混合したときの[Ig-CRH四量体]: [G-CSF]複合体を解析したところ、イソロイ
シンとロイシンの分子比は 1: 0.83すなわち、 Ig圃CRHとG-CSFの分子比は、 4:4・であることを不 してい
るc また、 Ig-CRH: G-CSF = 1 : 0.1に混合したときの[Ig-CRH四量体1: [G-CSF]複合体を解析したとこ
ろ、イソロイシンとロイシンの分子比は、 1: 0.96すなわち、Ig-CRHとG-CSFの分子比は、 4:4である
ことがわかった (Fig.31.) 0 
次に、二量体 Ig-CRHに等量のリガンドを加え 90分間反応させたのち、反応生成物をTSKgelG3000SW
HPLC (pH 7.0) を行い [Ig-CRH四量体]: [G-CSF]複合体を分取した。分取した [Ig-CRH問歪休1: 
[G-CSF]複合体を 0.1M Glycine-HCI， pH 2.0で 1時間処理したのち、 TSKgelG3000SWHPLCカラ ム (
pH2.0)に再クロマトグラフィーすると、[lg-CRH四量体1:[G-CSF]複合体は、単量体 Ig・CRHおよ びij.
竜体 G-CSFに解離することがわかった (Fig.32.) 0 この結果は、 Ig-CRH二量体および凹量体はjlJイfti 
合に より安定化されたものではないことを示している O 得られた単量体 Ig-CRH (pH 2.0 'ド)を再び中
和し (pH7.0に戻 し)、TSKgelG3000SWHPLC (pH 7.0)を行うと、リガンド非存在下でも再び ;ltJ-休
を形成することがわかった (Fig.32.) 0 さらに再形成されたこ量体 Ig-CRHに再び等量の G-CSFをぷ加






TSKgelG3000SW HPLC A 
↓↓ 
Abs. 280 nm 
方法
Ig-CRHμM 
1+非標識 G-CSF500 nM 
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Western blot analysis 
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Western blot analysis 
Ig-CRH は、単量体として分泌されたことがわかった。 したがって、二量
体および四量体はリガンドカラムにより精製を行なった結果，誘導された
と考えられる O また、培養上清にリガンドを直接添加すると Ig-CRHは四
量体の位置に溶出された。このことは Ig-CRH単量体はリガンドによって
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Low affinity binding 




































CRHG-CSF Ig-CRH， CRHG-CSF or CRHGH 1200 400 800 














Ig-CRH : 0.12 mg I ml 
or CRHG-CSF : 0.114 mg I ml 
or CRHGH : 0.99 mg I ml 
in 10 mMリン酸緩衝液， pH6 
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20 mM sodium phosphate ， pH 7.0 
0.2 M NaCI 
Flow rate : 0.5 mll min 
Monitor : Abs. 280 nm 
Ig-CRH dimer (2.2μM): G-CSF 
= 1 : 5， 1: 1， : 0.5， 1: 0.1， 1: 0 
in 80μ1 20 mM sodium phosphate， pH 7.0 
/0.2 M NaCI 
圃園田0・圃圃 presenceof Ig-CRH 
=@= absence of Ig-CRH 
Ig-C悶二量体 (85印 a) とG-CSF(19 kDa) を分子比で Ig-CRH二量体:
G-CSF = 1 : 10.1 : 1， 1 : 0.5， 1 : 0.1， 1 : 0で混合し、形成された複合体を
TSKgelG3000SWゲル鴻過HPLCにより解析した (A)。このときのリガ
ンドの挙動を調べるためにトレーサーとして 12年G-CSFを添加して同様
に解析した (B) 0 
Ig-CRH dimer (2.2μM): G・CSF+ 12SI_G・CSF(1.1 nM) 
= 1: 0.5， 1 : 0.1， 1 : 0.02， 1 : 0訓附5
in 80μI 20 mM sodium phosphate， pH 7.0 I 0.2 M N aCI 




20 25 30 35 40 
Retention time (min) 
TSKgelG3000SW HPLC 
BufTer: 
20 mM sodium phosphate ， pH 7.0 
0.2M NaCI 
Flow rate : 0.5 mll min 
Monitor: Abs. 280 nm 
一一一~y-counter
Fig.32 
[Ig-C賠 f四量体]: [G-CSF]複合体中の Ig田CRH:G-CSF 
の分子比の解析
Fig.31 
A TSKgelG3000SW HPLC 
↓↓↓↓ 
NH2-terminal amino acid sequence analysis 
cycle No. 2 3 4 5 
Ig-CRH C G H 1 E
G・CSF M T P L G ?
??? ?? ?????????? ?
雪1













Readdition of G-CSF 
Cycle.4 
molecular ratio 
Ig-CRH : G-CSF 
= 1 : 0.83 =:4 : 4 







44 36 28 20 = 1 : 0.96 = 4 : 4 











B [Ig-CRH四量体]: [G-CSF]複合体中の Ig-CRH: G-CSFの分子比を自動プ
ロテインシークエンサーを用いて角厚キ斤を行・った。 IgCRH: G-CSF := 1 : 5ま








組換えパキュロウイルス AcCRHを感染させた Tn・5昆虫細胞の培養上清を G-CSFカラムを用し Eてアフ イ
ニティークロマトグラフイーを行なった。 G・CSFカラムに特異的に吸着した CRHG_CSFを0.2M NaCIを
含む0.1M Glycine-HCl， pH 2.0で溶出し、還元下で SDS-PAGEを行なったところ 33kDa付近にラダー状
G-CSF receptor 
にバンドが観察された (Fig.34・A.)0 これらのバンドは、 G-CSF受容体 CRH領域に対する抗体 (
CRH FNIIトlike TM cytoplasmic 
626 812 
ころ 33kDa CRHG-CiFの培地への分泌は観察されず、細胞内に 29-31.5kDaの CRHG_αFの増加が観察され
YCRHG・
「一一予 CRH
…・~AGYrPASPS 一一- 3 
L ・~ D Q A E L H A G Y!pP A S P S一一一 1
anti-Ml : (23))によって染色されることから (ウエスタンプロット解析)、CRHG_CSFであることが確認さ
れた (Fig.34-B.) 0 CRHG-CiFには N-グリコシレーション部位が 3ケ所含まれている O 糖鎖イ寸tJDに刈す
る阻害剤であるツニカマイシン(和光純薬)を終濃度 10μg/ mlで添加し、 CRHG-CiFの発現を調べたと
た。 29-31.5kDaという大きさは、 CRHG-CSFのアミノ酸配列より推測される分子量と一致してお り培地中
に分泌された 33kDaのバンドは、糖鎖が付加された CRHG-CSFであることが示唆された。次に、 G-CSF 








た。 (Fig.34・c.)次に、得られた単量体 CRHG_CSFのアミノ末端アミノ酸配列を決定 したところ、 ~ H( 矧
の配列が観察された O それらの配列は 95 Ala-Gly-Tyr-Pro-Pro-Ala----、と
8約9As叩p-Gαln-Ala-Glu-Lu民e-H出is-戸Ala-Gαly-Ty戸r-P針roか-P針roか-A刈laト一-(量比は 3 1、r陀esp戸ecωtiv刊el匂y;アミノ酸香号 4ι-8お5を
てIg-CRHのスペクトルと類似の波形を示し (39)(Fig. 15.， Fig. 29.)、これらの蛋白質が類似の，'::j;j~ t :1)込
GH受容体細胞質外領域 (CRHGH)と0・CSF受容体CRH(CRHG・CSF)をパキユ
ロウイルスー昆虫細胞系を用いて発現させた。CRHG-CSFを発現 させるために、
Ig-CRHからアミノ酸番号 4-85を欠失させ、その結果フリ ーになる と思わ
れる l香自のシステインをセリンに変換した (Ig棟領域を欠失させた)組換え
ウイルス AcCRHを作製した。 Ig-CRHの場合 と 同様の方法に より、 CRHG-CSF
を発現させ精製した。得られた CRHGαFのア ミノ末端アミノ酸配列を自動プロ
テインシークエンサーを用いて 決定 したところ、95Ala-Gly-Tyr-Pro-Pro-Ala----
、 と 89Asp-Gln-Ala-Glu-Lue-His-95Ala~Gly-Tyr-Pro- l!..o-Ala --- 量比は 3 1 
、respectively)の二種類の配列が観察された。いずれにせよ G-CSF受容体の
CRHは、 98Pro-Pro-Ala--ー から始まると推測されるため問題はないと考えられ





れた CRHG-CiFの短波長側uvのCDスペクトルを測定したところ、 GH受容体CRHや mBNドメイ ンそ し
を有していることが示唆された。 廉終的に lリットル培養液あたり、 2.5-3.0mgのCRHG-CSFが伴られた
76 77 
6). CRHG_CSFの G-CSFに対する親和性の測定Fig.34 の精製CRHG-CSF 
の G-CSFに対する親和性をスキャッチヤード解析を行ない測定したところ、 f将ー開fCRHG-CSF (単量体)







































Coomassie Brilliant Blue stain 
相~.~ ij. r，::付、リガンドと CRHG-CSFによって形成された複合体をゲル液過 HPLCにより解析した
とG-CSF(19 kDa) をモル比で CRHG.CSF:G・CSF= 1 :5， 1 : 1， 1 : 0.5， 1 : 0.1， 1 : 0でCRHG_CSF (29 kDa) 
TSKgelG3000SW HPLC C 






リガンドの増加とともにこの ピー ク43 kDa付近に新たにピークが観察され、を徐々にj添加していくと、
CRHGαFのピークは消火し 43kDaのCRHG_CSF: G-CSF = 1 : 1にj見合したとき、の増大が観察された
ピークのみが観察された。CRHG-CSF:G・CSF= 1 : 5に混合したとき、過剰に余った G-CSFのピークが同
43 kDaのピークが解離してより小さなサイズに移行することもなく、辺によりたきな 乞また、察され、
43 kDaのピークがCRHG-CSFとリガンドとの住fT体で台体に変化することもないことがわかったn 次に、
(Fig トレーサーとして mI・G-CSF を i~ 加して同様iの実耳東を行なったあるかどうかを調べるために、






Retention time (min) 
79 78 
43 kDaのピークカ{[CRHo_αF] : [G-CSF] = 1 : 1の複;介溶出する位置に放射活性が移行した。このことは、
CRHG-CSFのリガンド結合活性の測定Fig.35 
自動プロテインシーク体であることを示している。また、確認のためにこの 43kDaのピークを分取し、
CRHo-CSFとG-CSFの分子比が lエンサーに より CRHo_CSFおよび0・CSFの定量を行なったところ、
のみから構成され、大腸菌で発現さGH受容体の細胞外領域は CRH(CRHoH) であることがわかった。
リガンドによって Sequentialdimerizationが誘導されることが示さ れている (43)ーせた CRHoHを用いて、
200 















』? ? ? 》 ? ? 。 ?
を分子比で CRHOHとGH(20 kDa) (朝倉元研究員 より御供与)か調べたの精製単量体CRHoH(35 kDa) 
GH = 1 : 5， 1 : 1， 1 : 0.5， 1 : 0.1， 1 : 0で混合し、形成された複合体を TSKgelG3000SWゲルj慮過 HPLCに





0.4 CRHoH: GH = 1 : 0.5に混合したと き、リガンドの添加量の増加とともにこの複合体の増大が観察された。
0.2 
CRHGH : G H = 1 : 1および l[CRHGH] : [GH] = 2 : 1複合体のみが観察された。CRHuHのピークは消失し、
[CRHOH] : [GH] = 2 : 1複合体は解向性
して [CRHoH]: [GH] = 1 : 1の複合体の形成が観察された。これらの結果は、パキユロウイルスー昆虫湘
また、過剰に余った GHのピークが観察され、5に混合したとき、

















Receptor : Ligand 
1:1 
1 : 0.5 
1 : 0.1
1:0 
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Retention time (min) 
PanelA 
lC
恥 F(2.0ドM): G-CSF = 1 : 5，1 : 1，  : 0.5， 1 : 0.1， 1 : 0
in 80川20mM sodium phosphate， pH7.0 I 0.2M NaCI 
Fig.36 
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?一-。一 1 : 0.5
1 : 0.1
1:0 
24 28 32 36 40 44 48 
Retention time (min) 
CRHGH (2.0μM): GH = 1 : 5， 1: 1， : 0.5， 1: 0.1， 1: 0
in 80μ1 20 mM sodium phosphate， pH 7.0 / 0.2 M NaCl 
↓20 ~C 90 min 
TSKgelG3000SW HPLC 
Buffer: 20 mM sodium phosphate buffer， pH 7.0 
0.2 M NaCl 
Flow rate : 0.5 ml / min 
Monitor : Abs. 280 nm 
4湧 TSKgelG3000SW HPLC 
Bufer: 
20 mM sodium phosphate， pH7.0 
0.2お1NaCI 
Flow rate : 0.5ml min 
Monitor : Abs. 280 nm 
20・C90 min 
Panel B _.....Y 
|CRHG-CSF(2川 M)+叫-G-CSF(1・1nM) :t Cold 1μM G-CSFトご.・ e・
v 
y-counter 
精製CRHG-CSF(29 kDa) とG-CSF(19 kDa) をモル比で CRHωSF: G-CSFニ 1: 5， 
1 : 1，  : 0.5， 1 : 0.1， 1 : 0で混合し、形成された複合体を百KgelG3000SWゲル鴻
過 HPLCにより解析した (A) 0 このときのリガンドの挙動を調べるためにトレ
ーサーとして 125I-G-CSFを添加して同様に解析した (B) 0 また，GH受容体CRH





フィニティークロマトグラフイーを行い単一にまで精製した (Fig. 26. ，Fig. 34.) v 精製された Ig-CRH
は、単量体、 二量体そして四量体として存在していることがわかった (Fig. 26.) 0 それぞれのリガンド
に対する親和性を測定したところ、単量体は低親和性を示したが、二量体を形成することによって低親和
性と高親和性の二相性を示すことがわかった (Fig.27.) 0 また、 四量体については、 その収量が少ない
ため詳細な解析を行うことができなかった。このことは、実際に細胞表面上に観察される高親和性受容体
(19，55)は、少なくとも二量体以上の多量体であり最初から多量体として細胞表面上に発現されることを
示唆している。Fukunagaらによりマウスの myeloidleukemia cellline， NSF-60細胞から、天然の G-CSF受
容体がリガンドカラムを用いて精製され、その解析が行なわれている(18，55)。その報告によると単量休
(100-130 kDa) はー相性の低親和性を示し、分子量 200kDa以上の画分(リガンドプロット解析で二ft
体以上のオリゴマーのバンドがラダー状に観察された。)は、高親和性と低親和性の二相性を示した ‘・、ー







を越え細胞内ドメインに伝達されるという allostericoligomerizationモデル (53、59、72)を提唱している ア
ロステリック理論は、 もともとは 1965年に Monod、Wymanそして Changeuxらによって提唱され (56)、
小さなリガンドが大きな受容体に結合したときにその会合体がどのようなメカニズムで機能をjlJlJfUするの
84 
かというモデルを理論的に説明したものである O 最近、 アセチルコリン受容体でもこの理論が実証されて





示された。IL-6のシグナルトランスデューサーである gp130 (日一鎖)は、 リガンドが結合して受谷休が
活性化されたとき、 gp130が SS結合により二量体を形成することが示されている(73)。また、 Epo受作
体(74)や腫傷壊死因子 (TNF)受容体 (75)も同様に、 リガンドによって SS結合を介した受容体の多「l
体化が報告されている O Ig-CRHから Ig様領域を欠失させると多量体の形成は起こらなかった (Fig 








ーションに関与していると考えられる C そして、 [Ig-CRH]: [G・CSF]複合体が pH2.0のときのみ解剖.する
(pH 3.0では解離しなし)) ことを考えると、細胞内(リソゾーム内) にとり込まれた受容体は再利ffJさ





られている t よって G-CSF受容体がIg様領域を介して、安定な多量体を形成しても不思議なことではな
しE
二量体 Ig-CRHに低濃度のリガンドを添加すると二量体型複合体を形成し、高濃度のリガンドを添加す
ると四竃体別複合体を形成した (Fig.30・B.) 0 GH受容体の場合、前述のように Sequentialdimerizationモ
デルでは、二量体型複合体を形成したときにシグナルが伝達され、高濃度のリガンド存在下、[受容イ小J:
[リガンド]= 1 : 1複合体を形成したときに不活性化される。このときのこ量体型複合体は[受容体J:[リ









いる受容体の中で、[受容体J: [リガンド]= 2 : 1の複合体を形成することが IFN-y受容体 (76、77)で/戸
されているι しかし、チロシンキナーゼ型受容体である血小板由来増殖因子 (PDGF)受容体、繊維芳細
胞増殖因子 (FGF)受容体そして M-CSF受容体の場合には、[受容体]: [リガンド]= 2: 2複合体が形成
されることが示されている (53、78、79)，コまた、 M-CSFの場合は、 X線結品構造解析においてリガンドn
体が SS結合によって;量体化していることが示された (80).- さらに、サイトカイン受容体ファミリーに
属する IL-5受容体の場合もそのリガンドは二量体として存在し、リガンドて量体と受容体α仙が 1: 1 
で結合することが報告されてい (81)。活性型 G-CSF受容体の構造を解明することは、受容体活性化01日i!iJ
86 
機構を解明するための重要な情報である O もし G-CSF受容体二量体型複合体が受容休活性化体であると
するならば、その受容体とリガンドの分子比が 2: 1か、あるいは 2:2かを究明することは活性化，:MJmi
機構の解明や人工リガンドを設計するための鍵となるであろう。次に、リガンド高波度存在ドに飢察され
た凹量体型複合体は、[受容体]: [リガンド]= 4: 4の分子比を示した (Fig.31.) 0 GH受容体の場介は、
このような多量体化は観察されず、高j農度のリガンド存在下では、[受容体]: [リガンド]= 1: 1抜作休の
形成が観察された (Fig.36・C.)(¥ TNF受容体の場合は、 [TNF受容体]: [リガンド]= 3 : 3の健介休を形









1ft量体として精製された (Fig.34.) 0 CRHG-CSFとG-CSFとの複合体をゲルj慮、過法により解析したとこ
ろ、 [CRHG.四F]: l G-CSF] = 1 : 1複合体の形成のみが観察された (Fig.36.) 0この結果は、 Ig紙領域が
リガンドによる受容体の多量体化に重要な役割を果たしており、さらに高親和性受容体(ー .'1:体)の形成
にも重要な役割を果たしていることを示唆している r GH受容体の細胞質外領域は CRH(CRHc，lI)のみ
からなり、大腸菌によって発現された CRHGHがリガンドによって sequentialdimerizationを誘導されるこ
とが示されている (43) このことをパキュロウイルスー昆虫細胞発現系を用いて発現した CRHGf，でも同
察されることを確認した (Fig.36.)っ同じ CRHでも、 GH受容体 CRHとG-CSF受存体 CRHではリガ
ンドとの結合様式が異なることがわかったョ GH受容体とリガンドとの 2: 1按合体の X線結1A情庄内!(+'i. 
87 
(38)によると、リガンドと受容体の結合に関与しているアミノ酸残基は、受容体中の104番目のトリプト
ファンとリガンド上の 172番目のリジンおよび 176番目のフェニルアラニンが相互作用し(結合部位 1)、
さらに二番目の受容体の同じく 104番目のトリプトファンがリガンド上の 120番目のグリシンと相可作
用し(結合部位 2)、i受容体]: [リガンド]= 2: 1の複合体が形成されることが示された (Fig. 38.) 




うか?存在したとしても H結合部位 2"との親和性はかなり低いであろう) 0 リガンド G-CSF変異体の
解析において、受容体との結合にリガンド中のヘリックス Aのアミノ末端側とヘリックス Dのカルボキ








》 [ども] 高濃度Cわ G-CSF G-CSF 
二量体
シグナル伝達 受容体不活性化
o G-CSF受容体 圏 G-CSF
仮に、 G-CSF受容体が Sequentialditnerizationモデルに従うとする
ならば、 [G-CSF受容体]: [G-CSF] = 2 : 1複合体を形成したときに









受容体 1 リガンド 受容体 I








Fig.39 Ribbon diagram of G・CSF
(X線結晶構造)
A 
四本の αー ヘリックス (A-D)が逆平行に束になった構造を成している






































用いて GH受容体細胞質外領域 (CRH)を分泌発現させ (41)、[受容体]: [リガンド]= 2 : 1複合体が形成
されることが示された。[受容体]: [リガンド]= 2 : 1複合体は、 sequentialdimerizationモデルで示された
ように受容体の活性化体である (43)0x線結晶構造解析によりその三次構造および四次構造を解明した
ところ (38)、受容体の 104番目のトリプトファンがリガンド上のH 結合部位 1" (受容体と高親和l性で結
合する)とH 結合部位 2" (低親和性で結合する)の両方との結合に関与して 2: 1複合体が形成されシ
グナルが伝達されることが示された。ここで、彼らは、 H 結合部位2"に存在する受容体との結合にfidI) 
したアミノ酸残基、すなわち 120番目のグリシンをアラニンに変換したリガンド変異体を作製し受作休








理論的に設計するという手法は、 H 理論にもとずいた創薬H の可能性を示唆する画期的なことであり，むょに
深いものであると思われる U また、最近注目されている分子ライブラリーの慨念(94)を導入し、 GHに刈ー
してよりI，~-， m 的な研究が行われ、すばらしい成果が得られている すなわち、連続した 13個のアミノ|慨
をランダムに変異させペプチドライブラリー化したものをーセットにして(ーセットにつき 2013通りの
組み合わせが生じる) 、GH上のH 結合部位 1"付近、数ケ所に導入し、それら GHvariantsをファージ
の表面に発現させた GHphage libraries (ホルモンフア一ジ;ph凶】1ag伊emidι:抗体を作製するための新しい jんii法上
として、 p凶hagμea加nt山iboωdies白 (ωphagμemi凶dの一種)が考案されたのが最初の応応、用例である (95幻)
Fig. 40.;パ(96)り そのホルモンフア一ジライプラリ一を GH受容体に吸着させ、野性型 GHよりも強Jに
結合する GHスーパ一変具体を選択した(ーケ所の導入で親和性が 3-6倍高くなるものを選択し、そう
いうもの数ケ所の組み合わせによりスーパ一変異体が選択された)(97、98)っそのスーパ一変異体を解析
したところ、野性型 GHと比較して 15個のアミノ酸 (Fig.41. :黒く塗られたアミノ酸;(99) ')の会W.が




















に、いくつかの有効例が報告されている。たとえば、 Opioid 受容体(1 01)や繊維芽細胞.t~MI剖 r (fG I~ ) 
受存体(102)に対するアンタゴニストの検索などに、この方法を利用して低分fの受谷体1'"日山付入の伶叫が
行われている しかし、 Opioid受容体のように本来のリガンドが低分子(分子量 1000前後)の坊イ「には、
視和性の高い (Kd=数 nM) ペプチドが見い出されることがあるが、 FGFのようにリガンドがポ1'1~'l 
(分 f-Ji: 15000前後)の場合は、蛋白質の代わりを果たすような高親和性のペプチドを}よい IHすことは
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